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Umbilical cord blood as a source of nerve and stem cells
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 Streszczenie 
Cel pracy: Celem naszych badań była ocena zdolności proliferacyjnej komórek macierzystych krwi pępowinowej 
i możliwości ich różnicowania się w hodowli in vitro.
Materiał i metody: Materiałem do badań było 14 próbek krwi pępowinowej (10-15ml) pobranych z żyły pępowinowej 
natychmiast po przecięciu sznura pępowinowego (w przebiegu naturalnych porodów) do probówek zawierających 
heparynę jako antykoagulant. Próbki przechowywano w temperaturze od 4°-8° nie dłużej niż 24 godziny. Komórki 
jednojądrzaste izolowano z  krwi pępowinowej metodą wirowania na gradiencie gęstości na Lymphoprep (Axis-
Shield), a następnie z interfazy izolowano komórki CD34 przy użyciu sortera VarioMACS i przeciwciał anty-CD34 
(Caltag Laboratories). Hodowle długoterminowe prowadzono w podłożu IMDM ( Sigma) lub IMDM+ Neurobasal 
(Gibco) z dodatkiem GM-CSF (10ng/ml) i NGF (10ng/ml). Identyfikację jakościową komórek z krwi pępowinowej 
przeprowadzono metodą barwienia May-Grünwalda-Giemsy, przy pomocy zdjęć wykonanych mikroskopem 
konfokalnym, oraz metodą immunoenzymatyczną.
Wyniki: Komórki macierzyste CD34+ w pełnej krwi pępowinowej w naszych badaniach stanowiły 1,16% komórek 
jednojądrzastych, zaś po wirowaniu na lymphoprepie 0,37% leukocytów . Nawet po 60 dniach prowadzenia hodowli 
bez dodatku czynników wzrostu komórki CD34+ były obecne we frakcji komórek adherentnych. Część komórek 
krwi pępowinowej po stymulacji GM-CSF i  NGF przekształcało się w  komórki nerwowe (wykazano obecność 
neuronospecyficznej enolazy), a także w komórki o morfologii zbliżonej do fibroblastów i komórek dendrytycznych.
Wnioski: Komórki krwi pępowinowej po stymulacji mieszaniną cytokin GM-CSF i NGF dzielą się w hodowlach 
długoterminowych, przekształcają w  komórki nerwowe oraz w  komórki o  morfologii zbliżonej do fibroblastów 
i komórek dendrytycznych
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 Abstract 
Objectives: The aim of the study was to assess proliferative ability of the stem cells in the umbilical cord blood and 
their potential to differentiate in in vitro culture. 
Material and methods: The material consisted of 14 samples of umbilical cord blood collected from the umbilical 
cord vein. Mononuclear cells were isolated using the method of density gradient medium. Next, CD34 cells were 
isolated from the interphase with the use of the VarioMACS sorter and anti-CD34 antibodies. Long-term cultures 
were conducted on Iscove´s modified Dulbecco medium (IMDM) with addition of granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (GM-CSF) and nerve growth factor (NGF). Qualitative identification was performed using the May-
Grünwald-Giemsy staining method, taking photographs with a confocal microscope, and with the immunoenzymatic 
method. 
Results: In our research, CD34+ stem cells constituted 1.16% of the mononuclear cells, and after centrifugation 
in medium 0.37% of leukocytes in whole umbilical cord blood. Even after 60 days of culture without addition of the 
growth factors, CD34+ cells were present in the fraction of adherent cells. After stimulation with GM-CSF and NGF, 
a part of the umbilical cord blood cells were transformed into nerve cells (presence of neuron-specific enolase was 
shown) and into cells morphologically similar to fibroblast and dendritic cells. 
Conclusions: After stimulation with GM-CSF and NGF cytokines, the umbilical cord blood cells proliferate in long-
term medium, transform into nerve cells and into cells similar to fibroblast and dendritic cells.
 Key words: umbilical cord blood / stem cells / nerve cells / 
Wykaz używanych skrótów:
CD – (cluster of differentiation) marker różnicowania
CFU-GM – (colony-forming units – granulocyte and macrophage) komórki 
tworząca kolonie granulocytowe i makrofagowe
DC – (dendritic cells) komórki dendrytyczne
Epo – (erythropoietin) erytropoetyna
FACS – (fluoroscent erythropoietin activated cell sorter) urządzenie służące do 
izolacji komórek posiadających określony antygen na powierzchni komórki
FCS – (fetal calf serum) płodowa surowica bydlęca
FITC – (fluorescein isothiocyanate?????????????????????????????
GFAP – (glial fibrillary acid protein) kwaśne białko glejowe
GFP – (green fluorescence protein???????????????????????????????
GM-CSF – (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) czynnik 
stymulujący wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych
HLA-DR – (human leukocytes antigens – DR) ludzkie antygeny leukocytarne 
zgodności tkankowej - DR 
IL – (interleukin) interleukina
IMDM – (Iscove´s modified Dulbecco medium) podłoże Dulbecco 
modyfikowane przez Iscove´a
MIP-1? – (macrophage inflammatory protein 1) białko zapalne makrofagów 1
MGG – (reagent May-Grünwald Giemsa) odczynnik May-Grünwalda Giemsy
NGF – (nerve growth factor) czynnik wzrostu nerwów
PBS – (phosphate buffered saline) buforowany roztwór soli fizjologicznej
PE – (phycoerythrin) fikoerytryna
RA – (retinoic acid) kwas retinowy
SCF – (stem cell factor) czynnik wzrostu komórek macierzystych
TGF-? – (transforming growth factor ?) transformujący czynnik wzrostu ?
TNF – (tumor necrosis factor) czynnik wzrostu nowotworów
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Tabela I. Dane dotyczące krwi pępowinowej wykorzystanej w doświadczeniu.
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Tabela II. Analiza cytometryczna leukocytów izolowanych z krwi pępowinowej.
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Tabela III. Różnice pomiędzy średnią gęstością hodowli komórkowych (105 komórek/ml) z dodatkiem GM-CSF i GM-CSF+NGF w poszczególnych dniach prowadzenia 
hodowli.
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SD – odchylenie standardowe; GM-CSF – czynnik stymulujący wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych; NGF – czynnik wzrostu nerwów
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Rycina 1. Komórki CD34 po wyizolowane przy użyciu MACS o inkubacji 
z barwnikiem GFP, mikroskop konfokalny – powiększenie x 63.
 
Rycina 4. Komórki charakteryzujące się obecnością neuronospecyficznej enolazy, 
mikroskop świetlny – powiększenie x 200.
 
Rycina 2. Komórki neuronopodobne, 6-tydzień hodowli, barwienie MGG, 
mikroskop świetlny – powiększenie x 200.
 
Rycina 5. Komórki kształtem zbliżone do fibroblastów, hodowla 25 dniowa, 
mikroskop świetlny – powiększenie x 100.
 
Rycina 3. Komórka neuronopodobna, 3-tydzień hodowli, mikroskop konfokalny  
– powiększenie x 63.
 
Rycina 6. Komórki kształtem zbliżone do komórek dendrytycznych, Hodowla 7 
dniowa, mikroskop świetlny – powiększenie x 400.
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Tabela IV. Różnice pomiędzy średnią gęstością hodowli komórkowych (104 komórek/ml) z dodatkiem GM-CSF i GM-CSF+NGF w poszczególnych dniach prowadzenia hodowli.
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Tabela V. Analiza cytometryczna hodowli długoterminowej komórek krwi pępowinowej prowadzonej przez 60 dni.
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